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I.  Recommandations  generates 

1 . les  etudiants  travaillent  par  binome 

2.  le  port  de  la  blouse  pendant  toute  la  seance  de  TP  est  obligatoire 

3.  II  est  indispensable  de  preparer  la  seance  de  TP  : lire  attentivement  le  texte  du 
fascicule  correspondant  a la  manipulation  du  jour. 

4.  Chaque  binome  est  tenu  de  nettoyer  sa  paillasse  a la  fin  de  chaque  seance. 

II.  Precautions  a prendre 

1.  Ne  pas  souffler  les  reactifs  en  introduisant  dans  les  flacons  des  pipettes  sales 

2.  Reboucher  les  flacons  immediatement  a pres  usage  et  les  remettre  a leur  place 

3.  Ne  jamais  pipeter  les  reactifs  toxiques  ou  corrosifs  (acides  et  bases  forts  et 
solvants  organiques)  directement  avec  la  bouche.  Utiliser  pour  cela  une 
propipette. 

4.  Ne  pas  remplir  les  burettes  directement  avec  les  grands  flacons  de  reactifs. 
Utiliser  un  petit  becher. 

5.  Ne  pas  termer  I’orifice  de  la  pipette  avec  la  pouce  mais  avec  I’index. 

6.  Reserver,  a la  fin  de  la  seance,  10  minutes  pour  le  rangement  et  le  nettoyage  de 
la  paillasse. 

7.  Rincer  les  pipettes  a I’eau  distillee  et  les  poser  inclinees  sur  le  bord  du  plateau. 

8.  Vider  la  burette  et  la  remplir  d’eau  distillee. 

9.  Laver  la  verrerie  avec  de  I’eau  savonneuse  (bechers,  erlens,  tubes  a essai...)  et 
la  rincer  a I’eau  distillee. 

10.  Essuyer  la  paillasse  avec  une  eponge  propre. 

11.  Ne  pas  jeter  de  papiers  ni  de  reactifs  dans  les  eviers. 


III.  Recommandation  pour  la  redaction  de  votre  compte-rendu 

Le  compte-rendu  que  vous  devez  obliqatoirement  remettre  a I’enseignant  a la 
fin  de  chaque  seance  constitue  I’essentiel  de  ce  sur  quoi  vous  serez  note. 

II  devra  comporter  en  haut  et  a gauche  de  la  premiere  page  les  noms  et 
prenoms,  le  numero  de  la  carte  d’etudiant,  I’annee  d’etude,  le  sous-groupe  ainsi  que  la 
date  et  le  titre  de  la  seance. 

Vous  devrez  egalement  apporter  un  grand  soin  a la  redaction  de  votre  compte- 
rendu,  dont  le  plan  est  predefini  par  les  questions  que  vous  trouverez  a la  fin  de 
chaque  manipulation  proposee. 

L’evaluation  du  compte-rendu  -materialisee  par  la  note/20-  obeira  aux  criteres 
suivants  : 

1 . Repondre  aux  questions  posees  dans  I’ordre  propose 

2.  apporter  des  reponses  precises,  claires  et  concises  (Ex.  si  on  vous 
demande  d’ecrire  le  but  et  le  principe  d’une  manipulation,  vous  rechercherez 
dans  I’introduction  ce  qui  repond  exactement  a cette  question-  tout  autre 
details  superflus  sera  sanctionne  !- 

3.  II  sera  tenu  compte  dans  la  note  du  soin  que  prendra  I’etudiant  pour 
manipuler  et  ranger  sa  paillasse  ainsi  que  pour  la  presentation  de  son  compte- 
rendu. 
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Introduction  : 

Les  sucres,  encore  appeles  glucides  ou  hydrates  de  carbone  Cn(H20)n,  sont  des 
composes  comportant  de  nombreux  groupements  hydroxyles  (-0H)  responsables  de  leur 
caractere  tres  hydrophile.  La  presence  de  groupement  carbonyle  (-C  = O),  aldehyde  ou 
cetonique  leur  confere  un  caractere  reducteur.  Ils  peuvent  etre  divises  en  deux  groupes  : 

1.  Oses  ou  monosaccharides  : Ils  ne  peuvent  etre  hydrolyses  en  sucres  plus  simples. 
Suivant  le  nombre  de  leurs  atomes  de  carbone  on  trouve  : trioses,  tetroses,  pentoses,  hexoses. 
Tous  les  oses  naturels  sont  de  la  serie  D.  Ex.  Hexoses  : le  D-glucose  sont  enantiomere  est  le 
L-glucose 


CHO  CHO 


CH2OH  ch2oh 

D-gtucose  L-gtucose 
Representation  lineaire  de  Fischer 


(HOH) 


D-glucopyranose 

Representation  cyclique  de  Haworth 


2.  osides  ou  polysaccharides  : Ils  se  forment  par  l’enchainement  de  plusieurs  oses. 
Selon  le  nombre  d’oses  on  peut  les  diviser  en  : 

o Holosides  : formes  d’un  nombre  d’oses  generalement  inferieur  a 10.  Les 
plus  important  sont  les  disaccharides  exemple  : maltose,  saccharose,  lactose. 

Le  raffinose  est  un  trisaccharides 


Le  saccharose  ou 

a-D-glucopyranosyl  1 — > 2 (f - D - f r u ct o fu r a n o s i d c 


hoh2c  /O 


o Polyholosides  : constitues  d’un  nombre  d’oses  important  pouvant  atteindre 
les  centaines.  Exemple  : Glycogene,  amidon  , cellulose. 


Structure  du  glycogene 
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TP  N°1  : CARACTERISATION  CHIMIQUE  DES  GLUCIDES 


I.  Reactions  furfuraliques 


1.  Principe  : 

En  milieu  fortement  acide  et  a chaud,  les  oses  ayant  au  moins  5 atomes  de 
carbones  subissent  une  deshydratation  et  se  transforment  en  furfural  (si  l’ose  est  un 
pentose)  ou  en  un  derive  du  furfural  (si  l’ose  est  un  hexose). 


HN4  3 jo  H 

c,— — ,cf 

pH:  H \ 

2b.H.. 

H/Cs  M 

H OfH  OH: 

II 

O 

Aldopentose 


Milieu  acide 
a chaud 


CH- 


CH 


OH  C. 

^ Tf 

O 

Furfural 


+ 3H20 


.H 


6 

HO-H2C' 


Hs4 

c— 

I jbrt  h 

v 


-tf** 


Voh^c-h 

• • II 

o 

Aldohexose 


Milieu  acide 


CH- 


a chaud  .0 

ho-h2c^  ^o* 


CH 

C 


+ 3H20 


r 

o 


H 


5 -hydroxymethyl-furfural 


Le  furfural  et  ses  derives  peuvent  se  condenser  avec  des  substances  telles  que  les  phenols, 
les  amines  aromatiques  pour  former  des  produits  colores  caracteristiques. 

2.  Materiel 

tubes  a essais 

bain  marie  bouillant 

pipettes 

propiettes  ou  poires  d’ aspiration 

3.  Reaetifs 

solutions  de  glucose,  fructose,  mannose,  ribose,  saccharose  et  lactose  a 1%  dans 
l’eau  distillee. 

HC1  concentre 
- HC1  IN 

H2SO4  concentre 

Lugol  (melanger  lg  d'iode  avec  2g  d'lodure  de  potassium  dans  100  ml  d’eau 
distillee) 

Reactif  de  Molisch  (2  g a-naphtol  + 100  ml  Ethanol) 

Reactif  de  sellivanoff  (2  g resorcinol  + 0,5  ml  EESO4  concentre  + 100  ml  EEO) 
Reactif  de  Bial  (0,2  g d’orcinol  + 100  ml  HC1  concentre  + 5 gouttes  FeCb  a 10%) 
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4.  Modes  operatoires  : 

4.1-  Reaction  de  Molish  : 

C’est  une  reaction  generale  a tous  les  sucres  (oses  ou  osides).  En  presence  d’acide 
sulfurique,  les  sucres  forment  un  derive  furfural  qui  se  condense  avec  1’ alpha  -naphtol  pour 
donner  un  produit  colore  en  violet. 

Mode  operatoire  (manipuler  sous  la  hotte). 

1.  Preparer  4 tubes  a essai : mettez  dans  le  premier  tube  2 ml  d’une  solution  de  glucose, 
dans  le  deuxieme  tube  2 ml  de  solution  de  fructose,  dans  le  troisieme  tube  2 ml  de  solution 
de  saccharose  et  dans  le  quatrieme  tube  2 ml  d’eau  distillee. 

2.  ajouter  a chaque  tube  2 a 3 gouttes  de  reactif  de  Molish 

3.  Agiter  les  tubes  pour  melanger  le  contenu 

4.  Couler  doucement  le  long  de  la  paroi  de  chaque  tube  2 ml  de  H2S04  concentre 

5.  Observer  et  noter  la  coloration  obtenue 

4.2-  Reaction  de  Selivanoff  : 

Cette  reaction  est  caracteristique  des  cetoses  qui,  en  presence  d’acide  chlorhydrique 
concentre  et  a chaud,  se  condensent  avec  le  resorcinol  pour  former  un  compose  rouge. 

Mode  operatoire.  (Manipuler  sous  la  hotte). 

1.  Preparer  4 tubes  a essai : mettez  dans  le  premier  tube  2 ml  d’une  solution  de  fructose, 
dans  le  deuxieme  tube  2 ml  de  solution  de  mannose,  dans  le  troisieme  tube  2 ml  de 
solution  de  saccharose  et  dans  le  quatrieme  tube  2 ml  d’eau  distillee. 

2.  Ajouter  a chaque  tube  2 ml  du  reactif  de  Selivanoff 

3.  Ajouter  a chaque  tube  1 ml  d’HCl  concentre 

4.  Chauffer  les  tubes  pendant  5 min  au  bain  marie  bouillant  et  laisser  refroidir 

5.  Observer  et  noter  les  colorations  obtenues. 

4.3-  Reaction  de  Bial 

Cette  reaction  est  specifique  des  pentoses.  En  milieu  HC1  concentre  et  en  presence 
d’ions  Fe+3,  les  pentoses  se  condensent  avec  l’orcinol  pour  former  un  compose  de  coloration 
verte. 

Mode  operatoire. 

1.  Preparer  3 tubes  a essai : mettez  dans  chaque  tube  1 ml  de  reactif  de  Bial  (sous  hotte). 

2.  Ajouter  dans  le  premier  tube  1 ml  de  solution  de  mannose,  dans  le  deuxieme  tube  1 ml 
de  solution  de  ribose  et  dans  le  troisieme  1 ml  d’eau  distillee. 

3.  Porter  les  tubes  a ebullition 

4.  Observer  et  noter  les  colorations  obtenues 

4.4-  Reaction  a Eiode  : 

Le  lugol  ou  l’eau  iodee  (I3')  se  fixe  sur  les  chaines  polysaccharidiques  pour  donner  des 
complexes  colores.  La  reaction  du  lugol  avec  le  glycogene  donne  une  coloration  brune  alors 
qu’on  obtient  une  coloration  bleue-noir  avec  l’amidon. 

Mode  operatoire. 

1.  Preparer  4 tubes  a essai : mettez  dans  le  premier  tube  2 ml  d’une  solution  inconnue  A, 
dans  le  deuxieme  tube  2 ml  de  solution  de  mannose,  dans  le  troisieme  tubes  2 ml  de 
solution  inconnue  B et  dans  le  quatrieme  2 ml  d’eau  distillee. 

2.  Ajouter  1 ml  d’HCl  IN  a chaque  tube 
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3.  Aj  outer  1 a 2 gouttes  du  lugol  dilue 

4.  Observer  et  noter  les  colorations  obtenues 


Questions  : 

Justifier  vos  observations  dans  chacun  des  tests  1,  2 et  3 : 

Coloration  de  I’anneau  dans  la  reaction  de  Molish  ( rouge  violace) 
Coloration  obtenue  dans  la  reaction  Selivanoff. 

Coloration  observee  dans  la  reaction  de  Bial 
En  precisant  pour  chaque  test  s’il  s ’agit  d’un  pentose  ou  hexose,  d’un  cetose  ou  aldose. 
Dans  le  test  4 , Identifiez  la  nature  du  polysaccharide  dans  les  solutions  A et  B.  Justifier. 


TP  N°2.  Pouvoir  reducteur  des  qlucides  ( Reduction  de  la  liqueur  de  FEHLING) 

1.  Principe  : 

En  milieu  alcalin  et  a chaud,  les  oses  et  dans  certaines  conditions  les  polyholosides 
peuvent  s’oxyder  et  en  meme  temps  reduire  des  substances  telles  que  les  sels  metalliques.  On 
parle  alors  de  pouvoir  reducteur  des  sucres.  Cette  propriete,  qui  est  due  a la  presence  de 
fonction  hemi-acetalique  libre,  peut  etre  mise  en  evidence  par  exemple  grace  au  reactif  de 
Fehling  qui  est  une  solution  alcaline  d’ions  cuivreux  de  coloration  bleue  (les  ions  Cu+2  sont 
maintenus  en  solutions  grace  au  double  tartrate  de  Na+  et  K+). 

Si  la  reaction  est  positive,  on  obtient  un  precipite  rouge  brique  dont  la  quantite  est 
proportionnelle  a celle  du  sucre  reducteur  present. 

^Glucides  reducteurs  ^ produits  d’oxydation  + ne' 

2 Cu+2  + 20H'  + 2e'  ^ Cu20  I + H20 

^ Precipite 

rouge  brique 

Si  le  sucre  n’est  pas  reducteur,  la  coloration  reste  bleue. 

2.  Materiel : 

- Tubes  a essai,  pipettes,  propipettes,  papier  indicateur  de  pH,  bain  marie  bouillant. 

3.  Reactifs  : 

- Liqueur  de  Fehling  : La  liqueur  de  Fehling  est  obtenu  en  melangeant  V:V  deux 
solutions  A et  B dont  la  composition  est  la  suivante  : 

Solution  A : 35  g CuSCFAHiO  + 5 ml  H9SO4  concentre  + H20  completer  a 1L. 

Solution  B : 150  g tartrate  de  K et  Na  + 300  ml  NaOH  pure  + HiO  completer  a 
1L 

Solutions  de  Glucose,  fructose,  ribose,  saccharose  et  maltose  a 1% 

- NaOH  a 10% 

H2SO4  concentre 

4.  Mode  operatoire 

1.  Preparer  6 tubes  a essai : mettez  dans  chaque  tube  1 ml  de  la  solution  A puis  1 ml 
de  la  solution  B.  (A+B  forment  la  liqueur  de  Fehling). 

2.  Ajoutez  au  premier  tube  2 ml  d’une  solution  de  glucose,  au  deuxieme  2 ml  de 
solution  de  ribose,  au  troisieme  2 ml  de  solution  de  fructose,  au  quatrieme  2 ml  de 
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solution  de  saccharose,  au  cinquieme  2 ml  de  solution  de  maltose  et  au  sixieme  2 ml 
d'eau  distillee. 

3.  Agiter  pour  bien  melanger  le  contenu  des  tubes 

4.  Porter  les  tubes  a ebullition  pendant  3 min 

5.  Observer  et  noter  le  resultat  obtenu. 

- Pouvoir  reducteur  du  produit  d’hydrolyse  chimique  du  saccharose  : 

■ Mode  operatoire 

Mettre  5 ml  de  saccharose  dans  un  tube  a essai. 

Ajouter  3 gouttes  de  H2SO4  concentre  (sous  la  hotte).  Agiter  et  porter  a ebullition 
pendant  2 min.  Le  saccharose  est  ainsi  hydrolyse. 

Ajouter  5 gouttes  d’une  solution  de  soude  a 10%  jusqu’a  reaction  nettement  alcaline 
(utiliser  papier  indicateur  de  pH). 

Realiser  alors  le  test  suivant : prendre  deux  tubes  et  les  marquer  1 et  2. 

Dans  le  tube  1 mettre  2 ml  de  la  solution  de  saccharose  hydrolyse. 

Dans  le  tube  2 mettre  2 ml  de  la  solution  de  saccharose  non  hydrolyse. 

Dans  les  deux  tubes  1 et  2 ajouter  : 

1 ml  de  la  solution  A 
1 ml  de  la  solution  B 

Agiter  et  porter  les  deux  tubes  au  bain  marie  bouillant  pendant  3 min. 

Observer  la  coloration  obtenue  dans  chaque  tube. 

Questions  : 

Comparer  et  justifier  la  difference  des  resultats  obtenus  avec  les  tubes  1,  2,  3,  4,  5 et  6 dans 
la  partie. 

Comparer  et  justifier  les  resultats  obtenus  avant  et  apres  I 'hydrolyse  chimique  du  saccharose. 
Citez  un  autre  protocole  d’hydrolyse  du  saccharose. 
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TP  N°3.  POUVOIR  ROTATOIRE  DES  SUCRES  : MISE  EN  EVIDENCE  DE 
L’ACTIVITE  OPTIQUE  D UNE  MOLECULE  CHIRALE 

1.  Introduction  : 

Toute  molecule  qui  possede  un  carbone  asymetrique  (carbone  lie  a quatre  substituant 
differents)  est  dite  chirale.  Elle  existe  alors  sous  deux  configurations  symetriques  (par 
rapport  a un  miroir)  non  superposables  dites  enantiomeres  qui  represented  deux  structures 
isomeres  reelles  dans  la  nature.  Toute  molecule  chirale  est  optiquement  active.  On  dit  encore 
qu’elle  possede  un  pouvoir  rotatoire  : traverse  par  un  faisceau  de  lumiere  polarisee  plane, 
cette  molecule  provoque  une  rotation  du  plan  de  polarisation  de  cette  lumiere  d’un  angle  a 
donne.  Le  pouvoir  rotatoire  qui  est  une  valeur  specifique  est  calcule  comme  suit : 

[a]  = a 

Cxi 

[«]  = pouvoir  rotatoire  specifique  en  degres 
a = angle  de  rotation  de  la  lumiere  polarisee  en  degres 
1 = longueur  du  trajet  optique  (dm) 

C = concentration  de  la  solution  chorale  (g/ml) 

La  mesure  de  Tangle  de  rotation  se  fait  a 20C  en  utilisant  la  raie  de  Na  comme  source 
lumineuse. 

L’appareil  utilise  pour  mesurer  le  pouvoir  rotatoire  est  appele  polarimetre.  II  peut  etre 
manuel  ou  digital  mais  le  principe  est  le  meme  : 

* Une  source  de  lumiere  qui  est  ici  une  lampe  de  sodium  (lumiere 
monochromatique  de  longueur  d onde  =589.5  nm  : raie  D) 

* Un  prisme  polariseur 

* Un  tube  polarimetrique  qui  contient  la  substance  a analyser 

* Un  second  prisme  analyseur  que  Ton  tourne  en  tournant  un  cercle  gradue  en 
degre 

filtre 


Lampe  a Na  prisme  polariseur  tube  polarimetrique  prisme  analyseur  lentille  ceil 

Schema  d’un  polarimetre 


2.  Materiel  et  reactifs 

Polarimetre 

Tube  de  polarimetre 

Solution  de  glucose  a 10% 
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3.  Mode  operatoire  : 

Reglage  du  zero 

Allumer  la  lampe  de  Na  10  min  environ  avant  utilisation 

Remplir  le  tube  polarimetrie  avec  l’eau  distille  (solvant  a utiliser) 
de  1’ absence  de  bulles  d air. 

Regler  le  zero  du  polarimetre  : Regardant  dans  l’objectif;  on 
cercle  avec  deux  zones  de  differente  intensite  lumineuse  : une  zone  claire 
sombre. 

Ou  bien 


Le  reglage  se  fait  en  tournant  le  cercle  gradue,  tout  en  observant  le  cercle 
lumineux,  jusqu’a  ce  que  les  deux  zones  soient  de  meme  intensite  : zone  de  penombre 
egale. 


Noter  Tangle  sur  le  cercle  gradue. 

Vider  alors  le  tube  polarimetrique  et  preparer  rapidement  une  solution  de 
a-D-glucose  a 10%. 

Remplir  le  tube  polarimetrique  avec  cette  solution. 

L’ introduction  de  la  solution  optiquement  active  va  perturber  Tuniformite  de 
la  zone  de  penombre  : tourner  alors  le  cercle  gradue  jusqu’a  retablissement  de 
Tuniformite  des  zones. 

Lire  Tangle  sur  le  cercle  gradue.  II  correspond  a Tangle  de  deviation  de  la 
lumiere  polarisee  par  la  solution  de  glucose. 

Attendre  10  min  et  mesurer  encore  Tangle  de  deviation  comme  decrit  ci- 
dessus.  (Apres  retablissement  de  Tuniformite  des  zones). 

Continuer  a lire  et  noter  (dans  le  tableau)  la  valeur  de  Tangle  de  deviation  de 
la  lumiere  polarisee  jusqu’a  stabilisation  de  cette  valeur  : equilibre. 

En  deduire  le  pouvoir  rotatoire  a T equilibre  de  la  solution  de  glucose. 

Expliquer  le  changement  de  Tangle  de  deviation  au  cours  du  temps  puis  la 
stabilisation  de  cette  valeur.  Comment  appelle-t-on  ce  phenomene  ? Presenter  selon 
Haworth  les  structures  anomeriques  du  Glucose  presentes  a T equilibre. 


et  s’ assurer 

observe  un 
et  une  zone 


Temps  (min) 

10 

20 

30 

40 

Angle  de  deviation  (°) 
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II.  Acides  amines  & 
Proteines 
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Rappel  theorique  : 

Les  proteines  sont  des  macromolecules  constitutes  d’acides  amines  lies  les  uns  aux  autres  par 
des  liaisons  amides  substitutes  appeltes  liaisons  peptidiques. 


r 

CH. 


NH 


R2 

I 

CH. 


11 

i CH 

I 

NH 

C 

I 

0 

R2 

0 

Liaison  peptidique 


Les  acides  amints  constitutifs  (20  a.a  frtquemment  rencontrts)  de  formule  gtntrale 

H2N CH COOH 

I 

R 

Possedent  tous  (a  1’ exception  de  la  proline)  au  moins  deux  fonctions  caracttristiques  : 
carboxylique  a-COOH  et  aminte  a-NPL. 

Certains  acides  amints  possedent  en  plus  dans  le  radical  R d’ autres  groupements  ionisables 
(Asp,  Arg,  Glu,  Lys,  Tyr  ...). 

Gtntralement  une  stquence  peptidique  possede  deux  extrtmitts  libres  0C-NH2  et  a-COOH. 
Par  convention,  cette  stquence  s’tcrit  en  plagant  a gauche  l’extrtmitt  a-NFE  et  a droite 
l’extrtmitt  terminale  a-COOH. 


TP  N°4  : DETERMINATION  DU  pHi  DE  LA  GLYCINE 


Les  acides  amints  en  solution  sont  toujours  sous  formes  chargtes.  Cette  charge  dtpend  du 
pH,  de  la  force  ionique  et  des  constantes  de  dissociation  de  leurs  fonctions. 

En  milieu  acide  ces  composts  amphoteres  gagnent  des  protons.  La  fonction  a-CCOH  qui 
a la  constante  de  dissociation  la  plus  forte  done  le  pK  le  plus  bas,  va  s’ioniser  la  premiere. 
L’AA  portera  a la  fois  la  charge  positive  et  ntgative.  Au  moment  ou  les  charges  + et  - 
s’tquilibrent,  le  pH  du  milieu  correspond  au  point  isotlectrique  (pHi). 

En  milieu  basique,  l’AA  perd  un  proton  et  sera  chargt  ntgativement. 

1-  Cas  d’un  acide  amint  neutre  : ex.  la  glycine  (Gly) 


H 


H 


H,tf—  CH  — COOH 


ka 


H,ft—  CH  — COO 


kb 


H 


H2N— CH  — COO 


forme  cation  = A+ 
(zone  de  pH  acide) 
charge  nette  = +1 


ion  mixte  = A* 
ion  dipolaire  ou  Zwitterion 
charge  nette  = 0 


forme  anion  = A" 
(zone  de  pH  basique) 
charge  nette  = - 1 
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On  defini  par  pH  isoelectrique,  pHi,  le  pH  pour  lequel  la  charge  nette  de  la  molecule  est  nulle 
c'est-a-dire  le  pH  auquel  va  prevaloir  la  forme  ion  dipolaire  ou  zwitterion  A±.  On  calcule  ce 
pH  a partir  des  constantes  de  dissociation  ka  et  kb  des  fonctions  ionisables.  D’ou  : 


pHi  = pka  + pkh 
2 


2.  Cas  d’un  acide  amine  acide  : ex.  l’acide  aspartique  (Asp) 

COOH  COOH  COO  COO 

CH2  ch2  ch2  ch2 

+ ■ ka^  , Kr  x , . Kb  v i _ 

H3N— CH  — COOH,,  - H3N— CH  — COO  H3N — CH — C00^=^  H2N-CH— COO 


Forme  cation  = A+ 
Charge  nette=  +1 


ion  mixte  = A+ 
charge  nette=  0 


forme  anion  1=  A 
charge  nette=  -1 


forme  anion  2=  A 
charge  nette=  -2 


pHi  = pka  + pkr 
2 

3.  Cas  d’un  acide  amine  basique  : ex.  la  lysine 


h3n  h3n  h3n 

I I I 

(CH2)4  (CH2)4  (CH2)4 

a ■ Ka  . , Kb  ^ . Kr 

H3N— CH  — COOH  ■«; - H3N— CH  — COO  ^ — - H2N— CH  — COO 


H2N 

I 

(CH2)4 

h2n— CH— cod 


Forme  cation  1 = A++  forme  cation  2=  A+ 
Charge  nette=  +2  charge  nette= +1 


ion  mixte=  A+ 
charge  nette=  0 


forme  anion  = A 
charge  nette=  -1 


pHi  = pkh  + pkr 
2 


1.  But: 

Determination  des  pk  et  du  pHi  de  l’acide  amine,  glycine  ou  glycocolle  (Gly) 

2.  Principe  : 

II  s’agit  de  suivre  revolution  du  pH  sur  un  volume  determine  d’une  solution  d’AA  de  pH 
egale  a 2,  en  fonction  de  la  quantite  de  NaOH  ajoutee. 

3.  Materiel  et  reactif  : 

pH  metre 

Agitateur,  barreau  aimante 

Burette 

Bechers 

Solution  NaOH  0,2N 

Solution  de  glycine  20mM  (0,02M) 

- Solution  d’HCL  2N 
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4.  Mode  operatoire  : 

Pour  la  mise  en  route  demande  au  technicien 
* Attention  : 

Les  electrodes  sont  tres  fragiles  et  couteuses 

• Priere  : - de  ne  pas  laisser  le  barreau  aimante  les  heurter  pendant 
1’ agitation 

- de  ne  pas  les  laisser  a sec 

- de  bien  les  rincer  avant  et  apres  la  titration  avec  de  l’eau 

distillee 

Mesurer  50  ml  de  la  solution  d’AA  a l’aide  d’une  eprouvette 
Verser  la  solution  d’AA  dans  un  becher  de  100  ml 

Apres  etalonnage  du  pH  metre,  rincer  l’electrode  du  pH  metre  a l’eau  distillee,  et 
la  placer  dans  le  becher  contenant  la  solution  d’AA 

Mesurer  le  pH  de  depart  de  la  solution  et  le  ramener  a pH  2 avec  quelques  gouttes 
d’HCl  2N 

Mettre  dans  la  burette  la  solution  de  NaOH  0,2N 

Titrer  la  solution  d’acide  amine  en  ajoutant  la  solution  de  soude  par  additions 
successives  de  0,5  ml  tout  en  agitant. 

Pour  chaque  volume  de  soude  ajoute,  noter  ce  volume  et  noter  la  valeur  du  pH 
correspondante  et  ce jusqu’a  pH  10,5. 

5.  Exploitation  des  resultats 

qu’appelle-t-on  le  pH  isoelectrique  de  l’acide  amine  en  solution  ? 
tracer  la  courbe  de  titration  pH  = f (V NaorO 

determiner  a partir  de  cette  courbe  les  differentes  valeurs  de  pK  et  le  pHi  de  cet 
acide  amine. 


TP  N°5.  DOSAGE  DES  PROTEINES  PAR  LA  METHODE  DU  BIURET 


1.  Principe  : 

La  Biuret  resulte  de  la  condensation  de  2 molecules  d’uree  avec  depart  d’ ammoniac. 


,NH? 


20 =C 


NH, 


* nh2-co-nh-co-nh2  + NH3 


La  Biuret  reagit  en  milieu  alcalin  avec  le  CuSCL  en  donnant  une  coloration  violette  dont  le 
maximum  d’absoiption  est  a 540  nm. 

Par  suite  de  leur  analogic  de  structure  avec  la  Biuret,  Les  peptides  et  les  proteines  donnent  la 
meme  reaction.  La  zone  d’utilisation  est  de  1 a 20  mg/mL 
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2.  Materiel  et  reactifs  ; 

Spectrophotometre  a 540  nm 

Eau  physiologique  : solution  contenant  9g  de  NaCl  dans  1L  d’eau  distillee 
Solution  standard  d’ovalbumine  a 10  mg/mL  dans  de  l'eau  physiologique 
Solution  inconnue  d’ovalbumine  (nous  utiliserons  un  blanc  d’oeuf) 

Reactif  de  biuret : - CuSCE,  5H2O  : l,5g 

- NaOH  : 300  mL  a 10% 

- KI : lg 

- Tartrate  double  de  Na  et  K : 6g 

- HoO  Q.s.p  1L  (Q.s.p  = Quantite  suffisante  pour) 
tubes  a essai  de  15  ml 

Pipettes  (1ml,  2ml,  5ml) 

Portoirs  pour  10  tubes  a essai 

3.  Mode  operatoire 

3.1.  Preparation  de  la  solution  inconnue  d’ovalbumine 

• Peser  un  blanc  d'oeuf.  Noter  sa  masse 

• Mettre  le  blanc  d’oeuf  en  solution  dans  1L  d’eau  physiologique 

3.2.  Preparation  d’une  gamme  etalon  d’ovalbumine 

- A partir  de  la  solution  etalon  d'ovalbumine  a 10  mg/mL,  realiser  une  gamme  de  6 tubes 
(tubes  1-6)  contenant  de  2 a 10  mg  d'ovalbumine  par  tube. 

- Preparer  en  merne  temps  les  tubes  experimentaux  qui  contiendront  une  prise  d’essai  de 
solution  inconnue  d’ovalbumine  (tubes  7-8). 


tube  N° 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Solution  standard  d’ovalbumine 
a 10mg/mL  (ml) 

0 

EB 

oa 

0,8 

Solution  inconnue  d’ovalbumine 
(ml) 

0,4 

Eau  physiologique  (ml) 

1 

0,8 

EB 

0,4 

0,2 

0 

0,6 

Reactif  du  Biuret  (ml) 

4 ml  dans  chaque  tube  a essai 

Attendre  10  min  a I’obscurite  a temperature  ambiante 

Lire  les  D.O  a 540nm 

4.  Resultats  experimentaux: 

4.1.  Etablir  un  tableau  complet  de  colorimetrie:  N°  de  tube,  composition  des  tubes, 
Absorbance,  quantites  et  concentration  en  ovalbumine  par  tube. 

4.2.  Tracer,  sur  papier  millimetre,  la  courbe  d'etalonnage  : A = f(quantite  de  proteines/tube) 

4.3.  En  deduire  la  concentration  en  proteines  (en  g/L)  dans  la  solution  de  blanc  d'oeuf  puis  en 
deduire  la  teneur  en  proteines  pour  100  g de  blanc  d’oeuf. 
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III.  Lipides 
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Introduction 

Les  lipides  sont  en  general  des  esters  d’alcool  et  d’acides  gras.  La  nature  de  l’alcool 
est  variable  et  les  acides  gras  sont  satures  ou  insatures,  parfois  substitues  par  de  l’acide 
phosphorique  et  une  base  azotee  (phospholipides).  Les  graisses  sont  generalement  riches  en 
acides  gras  satures  et  les  huiles  en  acides  gras  insatures.  Ce  sont  les  longues  chaines 
paraffiniques  des  acides  gras  qui  conferent  aux  lipides  leur  insolubilite  dans  l’eau  et  leur 
solubilite  dans  les  solvants  organiques. 


16 

H3C J^2  CHz^CH^ ,CH^  ^CHz 

ch2  ch2  ^ch2  ch2  ch2 


ch2  ch2  1 


'COOH 


Acide  gras  sature 


COOH  Acide  gras  monoinsature 


Les  lipides  neutres  les  plus  abondants  sont  les  acylglycerols  (anciennement  appeles 
glycerides),  ce  sont  des  substances  de  reserve  essentiellement  constitutes  de  triacylglycerols. 
Les  triacylglycerols  resultent  de  1’ esterification  d’un  trialcool,  le  glycerol,  par  3 acides  gras 
qui  sont  differents  dans  la  plupart  des  cas  (triacylglycerols  hetero genes). 

II  y a des  exceptions  de  triacylglycerols  homogenes  tel  que  la  triricinoleine  (esters  de 
glycerol  et  d’acide  ricinoleique)  composant  l’huile  de  ricin. 


CH2  _ OH 

I 

CH  - OH 

I 

ch2_oh 

Glycerol 


OH 

o , I 

3 (HOOC-  (CH2)7  - CH  = CH  - CH2-  CH  - (CH2)S-  CH3  ) 


Acide  1 2-hydroxy-9-octadecenenoi'que 
ou  acide  ricinoleique 


o 


OH 

I 


CH,  _0  _ C _ (CH2)7  - CH  = CH  - CH2-  CH  - (CH2)S  - CH3 


O 


OH 

I 


CH  _ o C — (CH2)7  - CH  = CH  - CH2-  CH  - (CH2)S  - CH3  +3  H20 


O 


OH 

I 


CH,  -O  — C _ (CH2)7  - CH  = CH  - CH2-  CH  - (CH2)S  - CH3 


Triricinoleine 
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TP  N"6.  IDICE  DE  SAPONIFICATION  D UN  CORPS  GRAS 


1.  But 

A partir  de  1’ indice  de  saponification,  on  determine  le  poids  moleculaire  de  la 
triricinoleine,  triacylglycerol  majeur  de  l’huile  de  ricin. 

2.  Principe  de  la  reaction  de  saponification 

En  milieu  chaud  et  fortement  basique  les  triacylglycerols  liberent  le  glycerol  et 
les  sels  alcalins  d'acides  gras  (acides  stearique,  oleique,  palmitique)  appeles  savons. 


CH2  _ O — CO  - Ri 

| 

R,—  COOK+ 

ch2  _oh 

1 

1 

CH  — O —CO  — R2  + 3 KOH  

r R,-  COOK+  , 

1 

CH  — OH 

I 

| 

CH2—  O - CO  - R3 

r3—  cook+ 

ch2_oh 

triacylglycerol 

Sels  d’acides  gras 

Glycerol 

La  reaction  de  saponification  se  deroule  en  presence  d’un  exces  de  KOH,  non  entree 
en  reaction  et  dose  par  une  solution  acide  (dosage  en  retour). 

La  potasse  consommee  par  l’huile  est  calculee  par  reference  a un  temoin  et  permet  de 
determiner  le  poids  moleculaire  du  triacylglycerol. 

3.  Materiel  et  reactifs 

2 ballons  a saponification  de  250  ml 
Refrigerant  ascendant 
Huile  de  ricin 

Potasse  alcoolique  0,2M  dans  P ethanol 
Acide  sulfurique  0,25N,  phenol  phtaleine 

4.  Mode  operatoire 

Choisir  2 ballons  a saponification,  qui  s’adaptent  au  bouchon  du  refrigerant. 

Ballon  a saponification  1 

Peser  le  ballon  a saponification 

Introduire  a l’aide  de  la  pipette  de  1 ml,  0,5  ml  d' huile  de  ricin  et  repeser, 
determiner  m : la  masse  d’huile. 

Ajouter  10  ml  de  KOH  alcoolique  a la  pipette,  agiter 

Brancher  le  ballon  a saponification  au  refrigerant  (celui-ci  permet  de  condenser  les 
vapeurs  emises  lors  du  chauffage  de  la  solution). 

Brancher  la  circulation  d'eau  froide 

Chauffer  moderement  pour  amener  la  solution  alcoolique  a ebullition  douce, 
poursuivre  la  saponification  30  minutes.  Agiter  frequemment. 

Retirer  le  ballon  et  le  refroidir  sous  un  courant  d’eau  de  robinet 
Ajouter  5 gouttes  de  phenol  phtaleine  et  doser  la  potasse  en  exces  par  H2SO4 
0,25N  = V, 
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Ballon  a saponification  2 (temoin) 

Verser  la  meme  quantite  de  KOH  alcoolique 
Chauffer  une  demi  heure  sous  refrigerant 
Aj  outer  5 gouttes  de  phenol  phtaleine 
Doser  la  potasse  par  l’HiSCC  0,25N  = V2 

4.  Resultats 


Determiner  le  PM  de  la  triricinoleine. 
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IV.  Acides  nucleiques 
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La  fixation  d'une  deuxieme  puis  d'une  troisieme  molecule  d’acide  phosphorique  se 
fait  par  une  liaison  pyrophosphate  riche  en  energie.  Ce  qui  aboutit  a des  nucleosides  di  et  tri 
phosphates.  Exemple  1’ adenosine-5’ -triphosphate. 


o 

ii 

"O — P' 

ri 

O' 


3 Phosphates 
o o 


NH;,  Adenine 

N-^iC N 

II  I II 


O" 


-O-^P— O-KtH;,  O 

* AL4" 

i i 
OH  OH 


^-D-Ribose 


Dans  les  cellules,  les  acides  nucleiques  resultant  de  l’association  covalente  de  nucleosides-5’- 
monophosphate  : un  pont  phosphodiester  s’etablit  entre  le  OH  libre  en  position  C3’  du  ler 
nucleotide  et  l’acide  phosphorique  fixe  en  C5’  du  second  nucleotide.  Cette  operation  se 
repetant  successivement  aboutit  a la  formation  d’une  longue  chaine  nucleotidique  ayant  une 
extremite  5-phosphorylee  ou  libre  et  une  extremite  3 ’-OH  libre. 


Dans  les  manipulations  qui  suivent  nous  nous  proposons 

1/  d’extraire  l’ADN  a partir  d’un  tissu  biologique.  Voici,  a titre  indicatif,  un  tableau 
donnant  les  teneurs  de  quelques  organes  et  microorganismes  en  acides  nucleiques  (en  g pour 
100  g de  matiere  seche) 
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ADN 

ARN 

Pancreas 

1,9 

8 

Thymus 

12,3 

2,2 

Foie 

1,3 

2,7 

Reins 

2 

2 

Rate 

7 

2,6 

Cerveau 

0,8 

0,8 

Muscle 

0,3 

0,2 

E.  coli 

4,2 

9,7 

Staphylococcus 

2,8 

8,8 

Levure  (boulangerie) 

0,3 

4 

2/  d’etudier  une  des  proprieties  physicochimiques  : 1’ absorption  dans  1’ ultra-violet. 


TP  N°7.  EXTRACTION  DE  L’ADN 


1.  But 

Extraire  l’ADN  a partir  de  tissus  animaux  ou  vegetaux  (testicules  d’agneau,  thymus  de 
veau,  oignon),  pour  en  etudier  les  constituants. 

2.  Materiel  et  reactifs 


2.1.  Materiel 

testicule  d’agneau  ou  oignon  - couteau  - mixer  « Waring  blendor  » - glace  pilee 
grand  entonnoir  - gaze  a pansement  - eprouvettes  de  250  et  100  ml 
un  erlen  de  100  ml  + bouchon  - centrifugeuse  + tubes  a centrifuger  - une  pipette 
pasteur  sterile 

2.2.  Reactifs  : 

Tampon  d’extration  pH  7,5  : Tris-HCl  0,02M  ; NaCl  1%  ; Citrate  de  Na  0,02M  ; 

EDTA  dissodique  2mM. 

SDS  (Sodium  dodecyl  sulfate)  a 10% 

- NaCl  6M 

Ethanol  absolu  (95°)  place  au  congelateur 
Solution  de  ringage  : Ethanol  a 70% 

Tampon  SSCxl  : tampon  sodium  citrate  salin  : 150mM  NaCl  et  15mM  citrate  de 
sodium  : dissoudre  8,75  g de  NaCl  et  4,4  g de  citrate  de  sodium  dans  900  ml  d’eau 
distillee.  Ajuster  le  pH  a 7 avec  du  HC1  1M  et  completer  a 1 litre. 

3.  Mode  operatoire 

a)  Homogeneisation 

Pour  4 binomes,  peser  (10  g de  testicules  de  veau  ou  1 oignon)  et  40  g de  glace  pilee, 
mettre  le  tout  dans  le  mixer  en  y ajoutant  65  ml  de  tampon  d’extraction.  Broyer  pendant  1 
a 2 min  a vitesse  reduite. 

Filtrer  la  suspension  au  travers  d’une  double  couche  de  gaze  a l’aide  de  l’eprouvette 
de  250  ml  et  du  grand  entonnoir. 

Partager  le  filtrat  en  quatre  volumes  egaux  dans  4 eprouvettes  de  100  ml  (1  par 
binome). 
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Noter  le  volume  du  filtrat  obtenu  par  binome  = Vi.  Transvaser  le  contenu  dans  un 
erlen  de  100  ml 

b)  deproteinisation 

Au  volume  Vi  ajouter  un  volume  de  SDS  a 10%  de  maniere  a obtenir  une 
concentration  finale  en  SDS  egale  a 1%  (faite  le  calcul  au  prealable). 

Boucher  1’ erlen,  agiter  vigoureusement  pendant  5 min. 

Ajouter  dans  F erlen  un  volume  de  NaCl  a 5M  de  maniere  a obtenir  une  concentration 
finale  en  NaCl  egale  a 1,3M.  Agiter  fortement  (Vortex). 

Centrifuger  le  contenu  de  l’erlen  pendant  10  min  a 3000  rotation  par  minute  (rpm) 

Recuperer  le  surnageant  contenant  l’ADN  et  noter  son  volume  V2.  Jeter  le  culot. 

c)  precipitation  de  l’ADN 

Au  meme  volume  V2  du  surnageant  ajouter  doucement  le  long  de  la  paroi  du  tube,  2 
volumes  d’ethanol  absolu  tres  froid  (conserve  au  congelateur). 

Observer  les  fibres  d’ADN  qui  forment  un  precipite  dans  l’alcool  (meduse  d’ADN). 

d)  recuperation  des  fibres  d’ADN 

Introduire  dans  le  tube  une  pipette  Pasteur  et  la  faire  toumer  entre  les  doigts,  les  fibres 
d’ADN  s’enroulent  sur  cette  pipette.  Continuer  cette  operation  jusqu’a  ce  que  la  solution 
devienne  limpide. 

Tremper  ensuite  la  pipette  pasteur  avec  les  fibres  encore  enroulees  pendant  5 min  dans 
la  solution  de  linkage  (alcool  a 70%). 

- Sortir  doucement  les  fibres  de  la  pipette  et  les  plonger  dans  un  tube  plastique  Falcon  a 
bouchon  vissant  de  50  ml  contenant  8 ml  de  solution  SSCxl.  Attendre  quelques  minutes  la 
rehydratation  de  l'ADN  puis  derouler  en  agitant  moderement  jusqu'a  dissolution  complete. 

remettre  les  tubes  a 1’ assistant 
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Tissus  : 10  g de  testicules  ou  1' 
oignon  entier. 

Glace  pilee  : 40  g 
Tampon  d’extraction  65  ml 


Pour  4 binomes 


Broyage  (mixer) 


Homogenat 


Noter  Y 


i 


obtenu/  binome 


J 

/TV  Vj  + X ml  SDS  10% 

/ i \ Agitation  5 min 


+ x ml  NaCl  6M 
Agitation 

1 Centrifugation  10  min 
a 5000  rpm 

e 

i 

Solution  d’ADN  = V2 
+ 2 Volumes  d’ethanol 
absolu  froid 


Pipette  pasteur 


*• 


Fibres  d’ADN  a secher 


Fibres  d’ADN  enroulees 
autour  de  la  pipette 


Resume  des  differentes  etapes  d’extraction  de  I’ADN 


www . iesuisetudiant . com 


http://www.jesuisetudiant.com 


27D 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N'hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


TP  N°8.  Proprietes  physicochimiques  des  acides  nucleiques 
Spectre  d’Absorption  dans  I’UV  et  estimation  de  la  purete  de  I’extrait  d’ADN 


Les  acides  nucleiques  (ADN  et  ARN)  possedent  la  capacite  d'absorber  a une  longueur  d'onde 
(a)  de  260  nm,  c’est  a dire  dans  l’U.V.  Cette  propriete  peut  etre  utilise  pour  doser  la  quantite 
d’ acides  nucleiques  en  solution  et  pour  en  estimer  la  purete  (contamination  avec  des 
proteines).  La  loi  de  Beer-Lambert  donne  une  relation  lineaire  entre  l'absorbance  (A)  d'une 
substance  en  solution  et  sa  concentration  dans  la  solution.  Cependant,  les  spectrophotometres 
que  nous  utilisons  ont  des  "limites  de  fabrication"  : ils  ne  peuvent  suivre  cette  loi  que  pour  des 
A comprises  entre  0 et  1.  Au  dela  de  cette  valeur,  la  droite  n'est  plus  lineaire  et  les  valeurs  d'A 
obtenues  sont  sous-estimees.  II  est  done  indispensable  de  diluer  les  echantillons  pour  etre 
toujours  dans  la  bonne  zone  de  lecture. 

1.  Materiel  et  reactifs 

Spectophotometre  UV  + cuve  en  quartz  de  1 cm 
Extrait  d’ADN  en  solution 
Tubes  a essai 
Tampon  SSCxl 

2.  Mode  operatoire 

• Spectre  d’absorption 

Pour  l'ADN  obtenu  en  fin  de  preparation  (TP  8),  prelever  0,5  ml  faire  une  dilution  au 
1/10  et  tracer  le  spectre  d'absorption  DO  = f( A)  entre  220  et  320  nm. 


X 

220 

230 

240 

245 

250 

255 

260 

265 

270 

280 

290 

300 

320 

DO 

En  deduire  Xmax. 

• Estimation  de  la  purete  de  l’extrait  d’ADN 

Utiliser  les  valeurs  des  DO  pour  les  longueurs  d’ondes  260  et  280.  Calculer  le  rapport 
DO260/DO280  • 

En  general  pour  des  solutions  d’ADN  pure,  ce  rapport  doit  etre  compris  entre  1,8  et  2. 
Si  ce  rapport  est  inferieur  a 1,8,  l’extrait  d’ADN  est  contamine  avec  des  proteines. 

Si  en  revanche  le  rapport  est  superieur  a 2,  l’extrait  d’ADN  est  contamine  avec  de 
l’ARN. 

Donnez  vos  conclusions  sur  le  degre  de  purete  de  votre  extrait  d’ADN 
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